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The　Use　ofταご伽μ8房5オrガゐπα如∫Blood　Cell　Lysate
　　　　　　　　　　　　　　for　Detection　of　Endotoxin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wataru　NlsHIMuRA
　　Dψα’魏ε〃‘げ5μ’：9β1っ・（58ご’∫0’～　1），5αρρ01－o引用～6α♂Co砒98
　　　　　　　　　　　　　　　　（C毎げ＝Pノ’け：HHα」，α5α鳶α）
　　　丁詑．ぐ1z塑Z6’∬彦’”4ピ〃’α〃45　is　one　of　the　oユdest　phyユogeneticaUy　intact　marine　invertebrates　known．　Its
blo．od　cell　contains　a　kind　of　protein　which　is　clotted　by　bacterial　endotQxin．　The　cell　lysate　was
extracted　by　pyrogen－free　distilled　water　from　the　cells　according　to　the　method　of　Reinhold　and　his
co－worke．rs．　The　cell　lysate　was　gelated　l）y　a　minute　amount　of　endotox王n．　This　gelation　reaction
proved　to　be　a　useful　methQd　for　detection　of　endotoxin．
　　　The　studies　of　7厩1L鰹》♂θど4∫〃・ど46η‘α∫凄‘∫blood　cell　lysate　were　as　follows：
　　　1）The　lysates　were　assayed　w三th　E．60〃0127：B8＆58η窃’α〃濫απ85c82z∫lipopolysaccharide　B　from
Difco　Laboratori．es．　The　lysates　showed　a　high　sensitivity　a　clearly　detected　O．0005　to　O．008μg／1n60f
endotoxin．
　　　2）The　gelation　reaction　was　dependent　on　the　endotoxin　concentration　and　incubation　time．　The
di任erence　was　demonstrated　in　the　gelation　activity　for　the　lys．ate　between　E．ω〃and　58η窺如〃多‘z’で8∫c8’15
endotoxin．
　　　3）The　sensitivity　of　the　lysate　decreased　in　storage　of　over　a　year　at－20℃．　Minimal　detectable
endotoxin　by　the　aging　lysates　was　from　four　to　twe1．ve　times　lesser　than　that　of　fre．sh　lysate．
　　　4）An　inhibi．tor　in　humall　or　rabbit　plasma　which　inhibited　the　reaction　of　the　lysate　and　endotoxill
was　noted．　To　elilninate　the　inhibitor，　the　plasma　was　treated　by　various　methods，　such　as　chloroform
extraction，　heating　at　60。C　for　30　minutes，　ether　treatment　or　pH　adjustment．　However　none　of　the
methods　could　elimin．ate　the　inhibitor　completely．　In　these　methods，　relatively　better　g．elation　was
demonstrated　by　the　heating　method．
　　　5）The　clottable　protein　in　the　ly§ate　wasεO　percent　of　total　protein．　An　increase　in　optical　density
of　the　lysate　was　dependent　on　the　endotoxin　concept．ration　and　was　clearly　related　to　the　grade　of
gelation．
　　　6）Actinomycin　D　was　capable　of　enhancing　the　lethality　of　endotoxin　in　ICR　mice　by　100，000　fold．
This　procedure　apPeared　to　detect　as　little　as　O．01　to　O．001μg　end6toxin　in　saline．　But　it　was　dif丑cult
to　detect　pユasma　endotoxin．　by　this　pr・cedu・e．　In　plasma　endot・xin，　gelati・n　act三v至ty　for　t．he　lysate　and
the　lethal　ef〔ect　of　actinomycin　D　sensitized　mice　wa．s　not　always　in　paralleL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　．緒　　　　　 　　　　　　　　畳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　カブトガニは古生代に出現した三葉虫から進化したもの
と．いわれているが，これは約三億年前の中生代の初期より
地球上に棲息し，何億年もの間，ほとんど進化せず，現存
のままの姿で存在し「生きている化石」として生物学上貴
重．な存在とされている．
　現存のものは北アメリカ東海岸のL∫ノ〃～4々∬ρ04yρ1zωノ’螂，
南日本，：台湾などの7hc侮ψ1曜5ご厚漉〃観Z∬，その他東南
アジア，インドなどのものを含めて三属五種が生存してい
る．系統分類学上では節足動物の剣尾類として，甲殻類や
蛛形類などと区別されている．日本では瀬戸内海と北九州
沿岸の一部に棲息し，南シナ海沿岸のものとは同種である．
　　カブトガニの血液はamebQCyteと呼ばれる只一種の細
胞とヘモシァニンを含む血漿成分とからなり，その血液凝
固系は哺乳動．物と異り，amebocyte内の電子密度の高い
額粒状物質の細胞外への放出によっておこなわれている・
そのため，細胞を含まない血漿．のみでは凝固能は全く認め
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られない．また，脱穎粒後の細胞は凝固能が失われてい
る．この血液凝固系に関する研究が発展し，一方感染をお
こしたカブトガニが血液凝固をおこすことが報告され，グ
ラム陰性菌の細胞壁構成分であるエンドトキシンが微量で
血液凝固をおこすことが明らかとなった．この現象より
amebocyteの穎粒状物質を抽出し，この抽出液（以後
lysate）のみでも微量のエンドトキシンと反応してゲル化
をおこすことが認められ，この反応系がエンドトキシンの
検出に利用されるようになってきた．
　近年，グラム陰性菌感染症の経過中に突然重篤なショッ
クに陥ることが注目されている1畷）．これはseptic　shQck
と呼ばれる難治性のショックであるが，その病態と治療の
解明に多くの研究がなされ，重篤なショックを惹起する重
要な因子として，エンドトキシンがあげられている．エン
ドトキシンは精製標品化されるようになったこともあり，
septic　shockの病態追求は，主に実験的エンドトキシン
ショックでなされている5旬10）．しかし，この実験モデルと
臨床的にみられるseptic　shockの関連性において，病態
の発生機序の早いや，その病態におけるエンドトキシンの
動態が不明であるため，エンドトキシンによるショッ々で
あるか否かの診断は非常に困難であった．
　従来，エンドトキシンの検出法として，epinephrine
skin　test11），　chick　embryo　test12），　pyrogen　test13），
Actinomycln　D　sensitized　miceの致死試験14）などによ
るbioassayがなされてきたが，臨床に応用すべきものは
なかった．しかし，1950年代より，Lガ〃～z‘Zz4∫ρoらψん8〃zκ∫
のユysateを利用した〃〃～配螂test（窟〃zz’♂z∠∫gelation
testまたは窟η～〃～‘5　gelation　technique）がBang15＞，
Levin16）らの研究により臨床への応用が検討されるよう
になり，septic　shockにおけ’るエンドトキシンの関与が
報告されるようになってきた．
　本邦においても種類は異っているが，カブトガニ7bc妙一
ρ1α43翻46厩磁∬カミ棲息しており，われわれはこの血球に
よるエンドトキシンの検出の可能性について数年来検討を
おこなってきた．本論文では北九州産のカブトガニの血球
をもちいて，血球成分の抽出から，lysateに対するエンド
トキシンの反応性，エンドトキシン定量の実際とその応用
に至る一連の過程を検討し，エンドトキシン検出法として
の有用性ならびに臨床的応用への可能性を総合的に検討し
たので報告する．
実験材料および実験方法
A。実験材料
　北九州産のカブトガニ乃読ンρZ飢5ケ∫46雇α加5をもち
いた（Fig．1）．すなわち，北九州では五月頃になるとカブ
トガニが比較的浅い沿岸に回遊し，地元漁民のエビ網漁に
かかり，これを生存のまま集めて採血し，採血後は海に再
放流した．そのほか，数匹を持ち帰り，小樽水族館に飼育
を依頼し，必要の都度採血した．
B．実験方法
　1．Lysateの抽出
　62匹のカブトガニより体重の約10駕前後の採血をおこ
なった．採血はカブトガニ血液の抗凝剤である0．125％
N－ethylmaleilnide17）を含む3％食塩水（37℃，　pH　7．4，
Tris）をあらかじめ滅菌シリコナイズされた輸血ビンに
10Gm4とり，それとほぼ等量の血液を心穿刺により採取し
た（Fig．2）．一回の穿刺による採血量は約150～200　m4で
あった・輸血ビンを大容量汎用遠心機（IVAN　SOVALL，
RC－3）にて400　rpm，5分間遠心し，上清の血漿層を捨て
血球を分離した（Flg．3）．血球を3％食塩水に再浮遊させ
400rpm，5分間の遠心で2回の洗浄をおこなった．全血
100m4より分離洗浄した血球に対して局方蒸留水（大塚製
薬）を15m4の割合で加え，激しく振盈し，4。C，24時間
放置後，3，000rpm，10分間遠心し，その上清をlysateと
して採取した．更に血球残渣は捨てずに，抽出されずに残
っていると思われる凝固性蛋白を抽出するために，数個体
分をまとめて，局方蒸留水を加え，凍結融解をおこなった後
1こ，超音波破壊装i置（KUBOTA，　INSONATOR，200　M＞
で出力160～180W，10分間を5回繰返し，3，000　rpm，10
分間遠心し，その上清もIysateとして採取した（Fig．4》
Fig．1　7厩ん：yμ偬舘1¶ど4επオα飾，6
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Fig・2
欝1
The　7葱ご1～砂1θ配5　was　bled　by　heart　puncture　with　spike－needle
at　the　cephalothorax－junction．
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Blood
standing　at　room　temperature　l　hour　or
centγ’ifugation　at　400　γ・p田　for　5　min．
Sediment
　　washing　by　centrifugdtion　at　400　rpm
　　with　3　，5　sodlum　chlorlde　2　times
Wa§hed　amebo（：yte
　　suspending　with　small　volume　Df　sterile
　　dist｛11ed　water　and　mixing　vigorously
Cell　suspension
　　over　night　at　40C
　　cgntrifugatτon　at　3000　rpm　for　1〔｝　旧in．
Supernatant
　blue　plasma
SuPe「natant（⊂1ea「　1ysate）　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cell　debris
　　store　at　40C　or　in　a　freezer　　　　　　　　　　　　　freeze－thawing　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　sonification　recover
　　　　　　　　　　　　　　　　　　re5idual　activity
Fig．4　Preparation　of　amebocyte　lysate：Aspike－
　　　　needle　was　inserted　into　cepha1Qthorax－junc－
　　　　tion　of　horseshoe　crab．　The　blood　was
　　　　drained　into　si1三conized　bottles　containing
　　　　an　equal　volume　of　O．125％N－ethylmaleimide
　　　　in　sterile　pyrogen－free　3％sodium　chloride，
　　　　pH＝7．4，　with　Tris　bufEer．
　2・Lysateのエンドトキシン最小検出濃度の検定
　エンドトキシンはE．‘o々0127：B8のlipopolysac－
charide　B（Difco．　Lab．），3α’一’u’1α’〃αr‘β∫c8’z∫の1ipo－
polysaccharide　B（Difco．　Lab．）をもちい，局方生理食塩
水（大塚製薬）に溶解したもの，ヒトあるいは家兎の血漿に
溶解したものをもちいた．
　反応は1ysate　O．1　m6と各濃度のエンドトキシン標準液
0，1m4を試験管内で混和し，37℃，3時間放置後，局方生
理食：塩水0．1m6とlysate　O．1　m4を対照としてゲル化の程
度を判定した．ゲル化の判定はTable　1の如くおこない，
十1以上を陽性とした．陽性となる最小エンドトキシン濃
度をもって，そのlysateの最小検出濃度とした．
Table　l　G8♂αオ～ωz　5オαη4α，ゼ
Firm，heavily　turbid　ge1
Transf■ormabユe，but　no　fluidit；y
turbid　l30f■七　ge1
Granu］．ar　gel
F］、OCCUlation，viSCOusne3S
Trar1昌P説rlt　liquid　no　ciユange
（＋3）
（＋2）
（＋1）
（土）
（一）
PO3itユve：（＋1）～（＋3）
　3．血漿中エンドトキシン検出における血漿中の
　ゲル化阻害物質の処理
　ヒト，犬，家兎などの血漿には1ysateのゲル化の阻害
物質の存在が指摘されており，この阻害物質を除去または
失活させるため，次の四法をおこない比較検討した．エン
ドトキシン検出をおこなう血漿は正常家兎の血漿をエンド
トキシン濃度0．001～1μg／m6に調整した．エンドトキシ
ンは58俘αがα〃iα1「㏄568η5のlipopolysaccharide　Bをも
ちいた．
　1）pH調整による方法
　血漿！皿6に0．11n6の25％氷酢酸を加え，　pHを4D±
0．1とし，その後リン酸2カリウムを0．5m4加え，　pHを
6．2±0．1に戻し，沈殿物を遠心除去し，検体とした．
　2）クロロホルム抽出による方法
　血漿1m6にクロロホルム0．25　m6を加え，60分間振酒
器で激しく混和し，その後3，000rpm，20分間遠心し，三
層に分離した内の中間の混濁層を採取し，検体とした．
　3）エーテル処理による方法
　血漿と等量のエーテルを加え，よく混和させた後，40。C
の恒温槽に放置し，エーテルを蒸発させたものを検体と
した．
　4）加熱処理による方法
　血漿を60℃，30分間加熱したものを検体とした．
　以上の四法によって処理された血漿を局方生理食塩水で
倍数稀釈系列をつくり，その各々0．1m6と1ysate　O．1　m4
を試験管内で混和し，37。C，3時間放置後，ゲル化の程度
を判定した．
　4．エンドトキシンの定■法
　血液はヘパリン加採血し，血漿を分離，本実験では前述
のクロロホルム抽出による処理をおこなった後，局方生理
食塩水で倍数稀釈系列をつくり，検定済lysate　O．1　m6と
検体0．1m4を試験管内で混和し，370C，3時間放置後，何
倍の稀釈まで陽性となるかを判浅し，陽性となるエンドポ
イントのエンドトキシン濃度をlysateの最小検出濃度と
等しいとみなし，稀釈倍数を乗じて，検体のエンドトキシ
ン濃度とした．（この検出法は当初L翻寵粥ρoら！ρん8〃zzβ
によっておこなわれたことから，日本産カブトガニによる
ものも，以下L加μ♂螂testと呼ぶ）
　5．Lysateとエンドトキシンのゲル化反応に関する検討
　1）エンドトキシンによる1ysateの吸光度の増加
　Lysate　l　m6にエンドトキシン溶液！m4を加えて混和
し，室温に放置し，経時的に305nmで吸光度を測定した．
エンドトキシンは58’フu々α〃zαθ「賀‘ぐア35のlipopolysac－
charide（Difco．　Lab．）を使用し，濃度は1μ9／m4，0・1μ9／
m6，0．01μg／m4，0DO1μg／m4の各々について測定した．
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吸光度計はSHIMAZU　DOUBLE　BEAM　SPECTRO－
PHOTOMETER　UV－200を使用した．
　2）Lysateのエンドトキシンによる可溶性
　　蛋白量減少の測定
　Lysate　O．2　m4にエンドトキシン溶液（0．001～1μ9／mの
を0・1m4を加えて混和し，37℃にイオキュベートし，イ
ンキュベート前，1時間，2時間，3時間後について，
3，500rpm，5分間遠心して析出した不溶性蛋白を除去し，
上漕について，Lowry法18）により蛋白量を定量：した．
　3）Lysateのゲル化蛋白の定量
　Lysate　O．2　m4｝こエンドトキシン溶液0．1　m6を加え，
37。C，120分間インキュベート後，3，500　rpm，5分間遠心
し，上清を捨て，不溶性蛋白の畠田を生理食塩水で浮遊，
3，500rpm，5分間で2回の洗浄をおこなった．沈澄を0．2
N－HCI　O．2　m6で溶解し，次いで0．2　N－NaOH　O．2　m4加
えて中和し，こめ溶液を原液として，ゲル化蛋白の総量を
Lowry法18）にて定量した．エンドトキシンはε8／7協ぬ
’〃α’「㏄5‘〕6η5のlipopolysaccharide　B（Difco．　Lab．）をも
ちい，0．0005～5μg／m4の濃度のものを局方生理食塩水で
作製し，lysateと反応させた．
　6．エンドトキシンの1ysateゲル活性と致死活性に
　　関する検討
　Actinomycin　D処理マウスの致死試験によるエンドト
キシンのbioassayをおこなった．体重19±1gの雌ICR
マウス240匹を使用した．Actin◎mycin　D（Cosmegen，
MERK＆Co，　INC，　RAHAY，　N．　J．　U　S．A．）をマウス
ー匹あたり12．5μg，6，25！4gをエンドトキシンとともに腹
腔内投与した．Actinomycln　Dは生理食塩水に0．5　m4中
12，5μ9または625μ9を含むよう調整し，エンドトキシン
も0・5m4中に既知量を含有するよう溶解した．エンドト
キシンは＆ノブ伽如〃～α’τ6∬β’z∫のlipopolysaccharide　B
（Difco．　Lab．）を使用した．
　0．001～500μ9の各エンドトキシンに対して，マウス10
匹を一群とし，腹腔内投与後48時間で生死を判定した。
　次に，家兎にエンドキシン11ng／kgを静注し，5分後と
60分後に採血し，分離した血漿をActinomycin　D　12．5μg
または6．25μgとともにマウスの腹腔内に投与し，血漿
0．5～0．005m6の各投与群10匹で48時間後の生死を判定
した．死亡状態を既知のエンドトキシン投与の場合と比較
し，血漿中のエンドトキシン様物質の量：を推定した．
　一方，各々の血漿についてL～〃～‘イ1～45testによりエンド
トキシンを定量し，比較検討した．
　7．家兎における静脈内投与されたエンドトキシン
　　の消退
　体重2，5～3kgの成熟家兎をもちい，ネンブタール麻酔
下にエンドトキシン0．01～1mg／kgを耳静脈より投与し，
経時的に採血し，ゐカ2～副鰐testによりエンドトキシンを
定量した．エンドトキシンは88rザ疏α〃醐℃齪e那の
1ipopolysaccharide　B（Difco．　Lab．）を使用した．
実験成績
　1．望7粥1鯉ノμ8麗s診’‘δ‘言α必力‘伽sblood　cell　lysate
　　とエンドトキシンの反応
　採血したカブトガニは合計62匹で，年齢は浅野の発育
表によれば12～15年のものであった．体重は1，000g未満
が21匹，1，000～1，500gのもの33匹，1，500四2，000gのも
の4匹，2，000g以上4匹であった．甲殻の大きさは従径X
横径が20x19～35×28　cmであり，雄型が19匹，雌型が
43匹であったが，雌型の中に亜成体のものも含まれ，こ
れから雄型に変態するものも含まれていると考え．られる
（Table　2）．
　各々のlysateは微量のエンドトキシン濃度でゲル化し，
形成されたゲルは振盈などの機械的な力で簡単に崩解した
（Fig．5）．
　このゲル化反応によるエンドトキシンの検出能力である
が，ほとんどのものがE．coJ∫エンドトキシンで0．004～
Table　2　Clzα’耀’81’～5ごか。∫げ1翫ぐ1囎Z8螂ご1闇泌〃一
　　　　　オα‘κ5　ぐα，‘glz診　加　ル毎∠y（1973）のデ功げ
　　　　　coα∫孟げNo’・‘1Le7”こ絢1‘51L～↓
回eight 500g＿
1000g－
1500g卿
2000g一
number　of　Tachypleus
　　　21
　　　33
　　　　4
　　　　4
Body　size 20　x　19　　”　　35　x　28　（cm）
Quantity　of　blood10　器　of　body　weight
Sex male
female
19
43
Sensitivity　for
endotoxin（淵9／m二L）
　　　　0．002
　　　　0．004
　　　　0．008
　　　　0．016
　　　　0．031
　　　　0．063
　　　　negative
1
19
16
19
3
3
1
Age 12－15years
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0．016μg／m4，58rrα’ゴα77zαπ6∫ご8η5エンドトキシンで
0・0005～0・001μg／m4であった（Table　3）．
　また，異ったエンドトキシンの種類によるIysateのゲ
ル化の差はE．ωあと38η’α如濯α’”6θ50θ郡を比較すると
5θr7窃如〃zαrc8∫‘82z5の方では1／10～1／15の濃度でゲル化
することが認められ，エンドトキシンの種類により，著し
い差のあることが判明した（Table　4）．
　Lysateは一20℃で凍結保存しているが，数ヵ月間は安
定しているが，一年以上保存したもののエンドトキシンの
最小検出濃度はaging前の4～16倍程度に上昇し，検出能
の低下が認められた．検出能低下の著しいものでは不溶性
蛋白の析出が強度であり，抽出時の汚染や時間の経過によ
る凝固性蛋白の変性などが原因と考えられた（Table　5）．
　2．血漿中のゲル化阻害因子の処理
　正常ヒト血漿に終濃度1μg／m4となるようにエンドト
キシンを加え，pH調整による処理をおこなって，生理食
塩水で倍数稀釈した．この反応系はTable　6の如くゲル化
の強さはやや弱く，高濃度側でゲル化の弱いことが多く，
阻害因子の活性は反応液のpH調整処理後も残存している
ことを示唆している．
　そこで，家兎の血漿に加えるエンドトキシン濃度を変え
て，前述の四法の処理をおこなって，生理食塩水で倍数稀
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Table　4　5ε〃5’‘～t，め1．〆b”8π40’o爵ノz（μ9／mの
しyごate
富し．1享Cl． 8．ooε春 む’AΨ！η梶ここrlrロ・08so飢3堀
Eg．5　Gelation　of　amebocyte　lysate（7h魏∬）」8μ5）
　　　　by　endotoxin　of　E．ω1ど．　Each　ractiQn
　　　　mixture　consisted　of　O，1　m60f　lysate　and
　　　　O．1m40f　endotoxin．
∂0
55－1
55－2
56－2
ε2－2
61『r，1，．9
0．1，コド
。．08ε
o．o．，3
0．ω3
o．ooo5
，フ．0りエ
。．ooo5
θ．0005
0，001ク5
雌柳。11ノδaec…・黛≧・i．ユe　b，ε．屈～1．．r7・ヨ3（二liごelつ．脈b．）
概ipopoly識cel＝暫i・セE，ε‘三・四f加r二凪2佃8η3（r・ユfcc．．L・L！1）
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Table　5五〇∬げ9’θ♂α海。ηα6漉・ガ砂
（stored　at　－20。C）
Lysate　No・ May，1973　　　　　　　　　Sepヒember，1974
S。n。i仁i。ity　f。r　end。ヒQxi沓（”9／m1）
19
25
26
30
31
40
47
50
52
56
20
28
38
44
51
57
62
0．008
0．OO8
0．008
0．008
0．008
0．008
0．OO8
0．008
0．008
0．008
0．OO4
0．004
0．004
0．004
0．004
0．004
0．004
0．063
0．063
0．063
0．031
0．016
0．063
0．063
0．016
0．063
0．063
0．008
0．031
0．031
0．063
0．03t
O．063
となるエンドポイントも低濃度側であり，エンドトキシン
の回収も良好と思われた．しかし，加熱により血漿が白濁
し，エンドポイント前後では判定しにくい点も認められた．
　pH調整法ではクロロホルム抽出法とほとんど同様であ
るが，ややエンドトキシンの回収が良好と思われた。この
方法も血漿が白濁し，判定しにくい面がみられた，
　エーテル処理法では，やや無処理のものより阻害因子が
失活していると思われるが，0．01～0．001μg／m4の低濃度
では陰性であり，無処理とほとんど同様の結果であった
（Table　7）．
Table　7　P1砂α7窃’oηげμα5〃3α
Plas皿a　巳ndoヒoxiu
　（μ9／m1）
Gela亡ioD　of　lys昌しe　by　endoLoxin★
Plas㎜　dilution
2922」2番2→2‘262728♂
1
0．1
0．01
0．001
　　　no　treaLment
十1　十3　十3　十3　十3　十3　十2　十1　十1　　一
十L　十3　十3　＋3　＋3　十1　　±　　一　　一　　一
掴∵ll＝二こ：＝
1
0．1
0，01
0，001
　　　chユoroform　臼x亡racヒion
十3　十3　十3　十3　十2　　一　　一　　一　　一
十3　　十2　　十1　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一
＋2　＋1　　＋　　一　　一　　一　　一　　一　　一
．、．、＝一一一一．．
敦E。d。し。xi。、Lip。P。1ysa。ch・・id・B，∬．。・Z乞0127、B8
　　（Difco．Lab．）
Table　6G♂α彦∫01z｛ザ♂ン∫α彦8ろ），ρZα5〃～α
81～40診。厩η（μ9／mの＊
l
o，1
0．Ol
Q．00工
　　　heaじing　aヒ600C　for　30　min．
＋3　＋3　＋3　＋3　＋3　＋3　＋3　＋3　士　一
十3　　十3　　十3　　十3　　十3　　＋2　　÷L　　　一　　　一　　　一
十3　十3　十3　十3　十2　　一　　一　　一　　一　　一
＋3　　＋3　　＋3　　＋皇　　＋1　　　一　　　一　　　一　　　一　　　一
Lysate
Lot．「lo．
0．125　　　0．063　　　D．〔｝31　　　0．015　　　0．008　　　0．004
41
42
43
44
45
46
47
451
49
50
＋2
＋2
＋1
＋1
＋2
＋1
＋1
＋1
＋1
＋2
＋2
＋2
＋2
＋2
÷2
＋2
＋2
＋2
÷2
＋2
＋1
＋2
＋1
＋2
＋2
＋2
＋2
＋2
＋2
＋2
＋1
＋2
÷1
＋1
＋2
＋2
←2
＋1
＋1
＋2
＋1
＋1
＋1
＋1
÷1
＋1
÷1
亡
÷1
＋1
＋1
＋1
＋】
嘗三11doto＞：テn：’．1・o　’0127＝B6‘Dゴfco，　Lab．｝
1
0，1
0．0工
Q．OQ1
　　　pH　adj　usしme回し
＋3＋3＋3＋3＋3＋3＋3＋1　士　一
＋2　＋3　＋3　＋2　一　一　一　一　一　一
十2　　十3　十1　　一　　　一　　　一　　　一　　　r　　　一　　　曹
十3　十2　十1　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一
1
0．工
0．01
0．001
　　　ether　treaし皿en［
＋3　　＋3　　＋3　　十3　　＋3　　＋3　　＋2　　十1　　　一　　　一
＋2　　十3　　＋3　　十3　　十1　　　士　　　一　　　一　　　一　　　一
士　二十ユ÷1　一　一　一　一　一　一
釈を作り，各々についてIysateと反応させて，次の結果
をえた．
　処理をおこなわない血漿では未稀液でゲル化は弱く，21
倍稀釈から強いゲル化を示すようになり，エンドトキシン
濃度0．01～0ゆ01μg／m4では陰性または弱いゲル化のみで
あった．
　クロロホルム抽出法では未稀釈液より強いゲル化を示す
が，陽性となるエンドポイントが他の方法に比べて高濃度
側であり，判定が明確におこない易かった．
　加熱法では未稀釈液よりゲル化の程度も強く，また陽性
汝εロdoLoxir1：Lipopolysaccharide　B，5erエ・α亡ゼαハ7ζロ■06308アzS∫DiEco．Lab．）・
　3．エンドトキシンによる1ysateの吸光度の増加
　エンドトキシン濃度によって吸光度の増加は異り，！μg／
m4では20分頃から急激に増加し，60分までは増加が続
き，以後は若干の上昇を認めるが，180分まではほとんど
平坦なカーブを描いた．0．1μg／m4の濃度では20分頃よ
り吸光度の増加が開始するが，比較的緩徐であり，50分頃
より急激に増加し，180分後まで直線的な上昇カーブを描
き，1μg／m6の場合とほぼ同レベルまで達した．0．01μg／
m6では20分頃より増加が始まるが，110分頃までは緩徐
であり，その後はやや増加するが，180分では1μ9／m4，
0．1μg／m4に比して35％程度であった．0．001μg／m4では
60分まで増加はほとんど認められず，60分後より若干の
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増加を示し，180分では1μg／ln4に比して10％程度であ
った．
　全般的にみると，エンドトキシン濃度が高まると吸光度
の増加は早期に開始し，増加も急速におこり，一定の濃度
までは一定時間内に最：大吸光度に達し，濃度が低くなると
吸光度の増加は少く，180分以内では低値を示していた
（Fig．6）．
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　4．Lysateの可溶性蛋白の減少
　Lysateにエンドトキシンを加えると，ゲル化あるいは不
溶性蛋白の析出により，可溶性蛋白の減少がおこる．遠心
により．この不溶性蛋白を除くと，1ysateの蛋白量は時間
とともに減少し，ゲル化によって蛋白が不溶化して可溶性
蛋白が減少していくことが認められた．エンドトキシン濃
度が1μg／m4，0・1μg／m4では1～2時間で全蛋白量の約
30％が減少するが，0．01！‘g／m4，0．001μg／m4では蛋白量
の減少は緩徐であった．エンドトキシン濃度が一定値より
高い場合は短時間に急速な可溶性蛋白の減少がおこり，濃
度が低い場合は可溶性蛋白の減少が少いことが認められた
（Fig．7）．
　5．1，ysa亡eのゲル化蛋白の定量
　エンドトキシンによる1ysateのゲル化蛋白（または不溶
性蛋白）は0．2N－HC1によって溶解され，0．2　N－NaOHで
中和しても，蛋白の再析出はおこらなかった．Lysate　O．2
m4中のゲル化蛋白量は0．0005～0・005！‘9／m4のエンドト
キシン濃度では100μgと微量であるが，エンドトキシン
0．01μg／m6より急速に増加して，0．05～0。1μg／m4で700～
800μgに達するが，それ以一ヒの濃度ではほとんど蛋白量に
差異は認められなかった．LQt　numberの異ったlysate
の各々についても，ほぼ同様の結果であり，エンドトキシ
ン濃度が一定以上になると急激なゲル化蛋白の増加するこ
とが認められた．このゲル化蛋白量の増加はエンドトキシ
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Fig．7　Decrease　in　soluble　protein　of　lysate
　　　　following　the　addition　of　endotoxin．
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Fig．8　Gel　protein　determination：　Each　reaction
　　　　Inixture　consisted　of　O．2　m40f　lysate　and
　　　　O．1m60f　endotoxin　solution．
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ン濃度とlysateによっても異り，ゲル化の強さと相関を
示し，強固なゲル化を示した点では蛋白量が最：大となり，
ゲル化の過程では蛋白量は次第に増加した．肉眼的に判定
のでぎるゲル化のみられないもの，または若干の混濁を示
した．反応液では．蛋白量は低値を示した（Fig．8）．
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　6．エンドトキシンのActinomvcin　D処理マウス
　　の致死試験と1ysateのゲル化
　マウスに対するエンドトキシンの致死性についてみると
エンドトキシン単独投与群ではしD50が125～250μ9と推
定されるが，250μgと500μgでは死亡が各々10匹中9匹
Table　8みZオ’rαρ6ノ’加1Z6αZ∫8’Z5～孟詑α彦’0〃（ゾ刀～’ceオ0
且6オガ7zo〃り・ゆ～Dα〃46ノ．z40彦。ごrど〃
Actinomycin　D（P9）　　　Endotoxir1（P9）　　　No．　of　death　after　injec亡ion　　　Death／亡。亡a1
12．5
12．5
12．5
12．5
6．25
6．25
6．25
6．25
24hrs． 4．8hr5．
500
250
125
　0．1
　0．Ol
　O．001
　0．l
　O。Ol
　O．001
　0．1
　0．01
　0．001
6
6
0
10
5
3
1
1
3
1
3
2
1、
7／10
9／10
1／10
10／10
8／10
5／10
0／10
0／10
0／10
0／10
1．／10
1／10
0／10
0／10
Table　9GoZα‘’0〃〔ザエ）・5α‘6孟0〆α∫1〃αプ》’0〃”・αゐ∂1置α4〃Z～ノ～ガ∫か窃認
581・’一α彦’α〃Zα’一‘召5C8π5　e’．Z40’0．r〃Z！’〃9／㎏∫’Z≠rαて，8〃αご54y
dillution27　　2r　　29　　2！9　2”　　2偏　　2〃　　2／P　2！f　2！6　Plasma　endoto×in（μ9／m1）
Plasma（5　min．）　一1・3　　＋3　　＋3　　＋3　　＋3　　＋3　　÷2　　＋1　　一　　一
Plaslna（60　min．）÷3　÷3　＋3　＋3　＋2　＋1　一　　一　　一　　＿
16．38
4．09
Table　10増θα（～ブノ〃か一砂ピ1’～オ。’z8αZ～〃’8‘76’o／zqプ『μα∫ノ〃αプ）刀〃3
’π肋ゴ孟φ81一ガ〃〃u麗〃oz‘ぶα4〃呂”z’5”』α．々。ノ．～（ゾ＆1γα〃α
〃～ακ8証8η5θπ4尻。．τ加1ノμ9／㎏
Actinomycirl　D（μ9）Plasma（m1）　　No．　of　deat二h　after　injec七ion　　　Death／tota1
125
12．5
12．5
12．5
12，5
12．5
6．25
6．25
6．25
6．25
05（5証n）
0．05（5min）
0．005（5min）
0．5（60min）
0．05（60min）
0．005（60min）
0．5（5min）
0＝．5（60min）
0．05（6．Omin）
0．005（60min）
24hr．s，
　6
　7
　2
　10
　1
　3
　4
　3
48hrs．
　2
　2
　6
　6
　2
　1
8／工0
9／10
8／10
10〆10
7／10
3／10
6／10
4／10
0／10
0／10
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と7匹であり，必ずしも濃度とは相関を示さなかった．
　エンドトキシンとActino・nycin　D　12．5μ9併用群では
エンドトキシン0．1μg，0．01μgで各々10匹中8匹と10匹
の死亡であり，0．001μgで10匹中5匹の死亡であり，マウ
スのエンドトキシンに対する感受性が105倍程度まで高ま
っていることが認められた．また0．001－0．1μgのエンド
トキシン単独投与では死亡したものはなかった．エンドト
キシンとAct王nomycin　D　6．25μ9併用群では0．1μ9，0，01
μgで各々10匹中1匹の死亡であり，マウスの感受性増加
は明確でなかった（Table　8）．
　家兎のエンドトキシン1mg／kg投与後の血漿ではしガー
7η堀螂testでの定量値は5分で16μg／m4，60分で4μg／
m4のエンドトキシン濃度であった（Table　9）．すなわち，
5分後の血漿で0・5～0・005m4中のエンドトキシンは0．08～
8μgであり，マウスの死亡数は，標準エンドトキシン投与
群との矛盾はなかった．60分後の血漿では血漿0・005～
0．5m4中のエンドトキシンは0．02～2μgとなるが，その死
亡数をみると，エンドトキシン投与群の成績とは一致しな
かった（Table　10）．血漿中のエンドトキシンは致死活性と
lysateのゲル化活性が必ずしも相関を示さないことが認め
られた．Fig．9に示す如く，血漿中エンドトキシンの形で
はマウスに対する致死活性が弱まる傾向が認められた．
　7．家兎における静脈内投与されたエンド
　　トキシソの消退
　家兎にエンドトキシンを静注すると，1mg／kgの投与で
は，5分後で16～32μg／mμと血漿中エンドトキシンが認
められるが，30分から60分後にかけて急速に消退し，60
分以後は2～4μg／m4で3時間後まで変動がなかった．0．1
mg／kgの投与では，同様に5分後2～8μg／m4と検出され
60分後までに急速に消退し，2時間では変動がなかった．
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0。01mg／kgの投与では5分後で0．03μ9／m4と検出され，
10分後。．oo8μg／m6となり，以後3時間まで特別な変動は
なかった（Fig．10）．全般的にみて，血漿エンドトキシン濃
度は60分後までに急速に消退するが2～3時間後までは，
陰性化しなかった．五ゴ1ηz♂伽5testによるエンドトキシン
検出は，投与したエンドトキシン量に応じた陽性を示し，
Fig．11に示す如く，5羽の家兎に1mg／kg投与した結果
でも，再現性が良好であった．
考 按
　カブトガニは節足動物の剣尾類として分類されているが
形態が甲殻類のカニに似ているところがら，カニという俗
称で呼ばれているが，血清学的には蛛形類に近く進化の過
程で，クモやサソリと共通の祖先をもつといわれている．
現在，世界に分布しているものは，北アメリカのL加〃Z螂
∫》o砂ρ1～8〃弼5，マレーや北ボルネオの7池盈⑫18醐gど9α5，
南日本や台湾の7hc1L砂Z側∫渉r認飢如’Z∬，モルッカ諸島の
距01z飽Z8㍑∫1zo8τ，8疵，インド，マレー，ブイリッピンなどの
Cα’τ”zo5‘01♪∫麟7窃z〃z砒απ4αの三属五種である19）．本
実験で材料としたカブトガニは7批妙ρ♂側∫孟アゴゴ8漉α言Z4∫
である．五f〃zz’Zκ∫ρo♂：ゆ乃θ’7z‘‘5に関して，　Bang15）は海水
よりえた細菌をカブトガニに注射し，血管内凝固という進
行性の病態を認め，とくにグラム陰性菌やそのエンドト
キシンにより，同様の病態誘発を観察した．この現象は
Levin16）らとともに，血球内の穎粒状物質が細胞外へ放出
されて血液凝固がおこり，この血球内凝固性物質を抽出し
微量のエンドトキシンによるゲル化を明らかにした．この
ような生物学的現象がエンドトキシンの検出法へ応用され
たものであり，この反応系の解明より，むしろ応用の方が
先行してしまった感がある．
　本実験で材料としたカブトガニは，五月一頃に比較的浅
い北九州の沿岸に回遊してきたものについてであり，その
他の季節のものに関しては不明である．Fine，隅田7）らは
あるシーズンに抽出したlysateはほとんどエンドトキシ
ンの検出には役立つものはえられなかったと述べている．
　カブトガニより採血し，血球を分離，破壊してlysateを
抽出する方法は，著者はLevin20），　Reinhold21）らの方法
に準じているが，鋭敏な1ysateを抽出するには器具，試
薬をはじめとして，操作中の汚染がないよう厳密な注意を
払う必要がある．汚染により血液の凝固がおこり，血球の
分離が困難になるばかりではなく，血球内の凝固性蛋白が
失われると良好なlysateはえられない．とくに本実験で
は，採血よりlysateの抽出に至るまで容器を変えること
なく同一の輸血ビンを使用し，汚染をできるだけ避けるこ
　とに留意した．
　血球の破壊方法であるが，蒸留水をもちいた浸透圧によ
るもの，超音波破壊，機械的振温，ホモジナィザーなどが
回れているが，えられたlysateの蛋白濃度が高いからと
いって，必ずしもエンドトキシンによる凝固性は良好とは
限らず，凝固性蛋白の変性が少く，活性が保たれているこ
とが肝要であり，抽出操作に微妙な影響を受けているもの
と思われる．著者は蒸留水を加え，振盈により抽出し，更
に血球残渣より超音波細胞破壊により残存する凝固性蛋白
を抽出したが，ほぼ両者ともに満足すべきlysateの抽出
が可能であり，効率の高い抽出法と考えられる．Lysate
を実験的にもちいる場合，かなり大量を必要とするが，同
一の実験系では同じ検出能力をもったIysateを数個体分
を一括して混じてもちいた．また数個体分の血球をまとめ
て超音波破壊すると，一度に大量のlysateをえられる利
点があるが，汚染の危険や熱発生による蛋白の変性に留意
しなければならない，Hochstein22）らは種々の方法によ
ってamebocyteを破壊しているが，細胞をTris－bu任erに
浮遊させ，Vortex　mixerで振冒した方法が良好なlysate
をえている．Yin23）らはalnebocyteを05　M－Tris，0．01
M－CaC12の0．154　M－NaC1（pH　6．8～6．9）の10倍稀釈液
に浮遊させ，ガラスホモジナイザーをもちいて細胞破壊し，
Picogram－sensitive　assayまで可能なIysateをえてい
る．しかし，著者らの経験では，抽出操作中や試薬調整を
複雑にするための汚染は避け難く，簡単な方法で汚染なく
おこなった方が良いと思われる．
　Lysateは微量のエンドトキシンによりゲル化し，本実験
の結果から0．0005～0．008μ9／m4のエンドトキシン検出が
可能であり，Levin20），　Fine21）らのし～〃～㍑Z‘‘5ρoら｛ρ1L6〃z螂
のlysateによるものとほぼ同程度までの反応性を示して
いるこのことから処zc1L塑んμ5オが48η孟碗粥と㍑〃副1郡
ρoら励ωπ螂の血液は，エンドトキシンに対して，ほとん
ど同じ反応性を持つものと推測される．天然のカブトガニ
と水族館飼育のものは，著者らがこれまでえたlysateで
は，天然のカブトガニの方がすぐれ，人工飼育のものでは
エンドトキシンとの反応性が劣り，微量のエンド1・キシン
検出には役立つものはえ一られていない．今後もユysateを
採取する対象としては天然のカブトガニに頼らざるえない
と思われる．本実験でも，カブトガニの個体差などにより
Eω♂’エンド1・キシンで0．004～0．008μ9／m4程度まで反
応性のある1ysateを大量に採取することは困難であり，
カブトガニの雌雄iや大きさなどからはlysateの良否との
関連を見出すことはできなかった．
　カブトガニlysateのエンドトキシン検出への応用は検
体が単なるエンドトキシン溶液では反応性も良好である
が，血液を検体とした場合は血中阻害物質のために標準と
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したエンドトキシン溶液ほどの反応性はえられない．これ
は主に血漿中に存在し，いかなる物質によるものかは不明
であるが，血漿を種々の方法で処理してゲル化をおこり易
いよう種々の工夫が報告されている．Levin20）は血漿を
1～10％に稀釈すると阻害作用が失われると述べている．
また，血漿の処理はクロロホルム抽出により阻害物質の除
去をおこなっている．Reinhold2ユ）らも同様の阻害物質
の存在を認め，pH調整法により血漿を処理している．
Cooperstock24）らは滅菌蒸留水で血漿を3倍に稀釈し，
100。C，10分間の加熱により阻害物質を失活させている．
著者は前述の四法に関して検討したが，いずれの方法にし
ても阻害物質の完全除去は困難であり，このため微量のエ
ンドトキシンの検出を不能ならしめることが考えられる．
また，血漿の検体によっては，処理を加えることにより白
濁や凝固するものがあり，検体として不適当な性状となリ
ゲル化の判定が不能となることがあろ．クロロホルム抽出
法では比較的判定し易く，false－positiveになることは少
いが，本実験の結果ではエンドトキシンの回収は良好では
なかった．この阻害物質に関しては報告も少なく，L〃〃～‘1節
testを臨床に応用するには，解決されねばならない問題で
あり，今後の検討を要するものと思われる．
　Lysateのエンドトキシンによるゲル化の機序に関して，
ある種の凝固性蛋白の存在が考えられているが，本実験の
結果からでは，1ysateの総蛋白の約30％が凝固性蛋白と
考えられ，これは1ysateのエンドトキシンによる可溶性
蛋白の減少およびゲル化蛋白の定量値とも一致する．ゲル
化する過程を観察するとエンドトキシンを加えると，不溶
性蛋白のポリマーが析出し，この析出した蛋白量によって
ゲル化の程度が規定されると考えられる．ゲル化の過程を
みると，析出した蛋白が互に連なり，網状となり，これが
密になるにつれて強い．ゲル状となるようであるが，その結
合様式は不明であった．これは機械的刺激で簡単に崩解し
て流動化することから，分子レベルの強固な結合ではなく
弱い電気的結合や蛋白の網状析出が単に密になっただけの
ものと推測される．Holme25＞らの電子顕微鏡によるゲル
化蛋白の観察では，ゲル化蛋白の螺旋状構造を認め，哺乳
動物のフィブリン凝固とは全く異ったものであると報告し
ている．Young26）らの1ysateの蛋白分画で三種の分子量
の異った蛋白が，エンドトキシンの酵素的作用によってゲ
ル形成することを示唆している．
　本実験では，ゲル化蛋白量や吸光度の増加はゲル化の程
度を反映し，エンドトキシン濃度と高い相関を示し，この
方面からエンドトキシン濃度を推定することは可能と思わ
れるが，かなり幅のある値の推定とならざるえない．また
ゲル化の反応速度もエンドトキシン濃度依存性が認められ
る・強固にゲル化した1ysateを遠心でゲル化蛋白を除い
た上清はFig．7の如く蛋白量としては全体の70％が残存
しているが，もはやエンドキシンによるゲル化はおこらな
い．このことはlysateのすべての蛋白がゲル化能力を有
するものではなく，凝固性蛋白の不溶化による減少や変性
により，エンドトキシンとの反応性が失われるものと考え
られる．したがってIysateの保存には，現在のところ低温
凍結保存や凍結乾燥などがおこなわれているが，Table　5
に示 た如く，エンドトキシンとの反応性は著しく低下し
長期保存のlysateに微量のエンド1・キシン検出は期待で
きない．
　Lysateのゲル化がエンドトキシンに特異的であるかに
関して，本実験では種々の物質に対する反応性を検討して
いないが，エンドトキシンを投与した家兎の血漿中エンド
トキシンの定量はFig．10の如く，投与量に応じた検出結
果がえ，られ，Fig．11の如く，エンドトキシン1rng／kg投
与した家兎の血漿エンドトキシンは非常に良い再現性をも
って検出されることから，実験手段としては非常に有用な
ものと確i信している．著者らは数年来，実験的あるいは臨
床的にエンドトキシン検出法としてL～〃’z‘Zz4∫testをおこ
なってきたが，家兎の実験的腹膜炎で血中や臓器ホモジネ
ートよりエンドトキシンの定：量を可能ならしめ，正常家兎
の血液や臓器ホモジネートでは陽性とならないことを確認
している2η．また臨床的にも重症感染症やショック患者よ
り血中エンドトキシンの証明を報告してきた28・29）．Ta・na－
kuma30）らはショックの際に血中に増加する種々の化学物
質とは全く反応せず，エンドトキシンとのゲル化反応は特
異的としている。本実験でおこなった如く，1ysateはカブ
トガニ血球成分が種々混存しているものと考えられ，とく
に血球成分の画分分離iなどの精製操f乍なしにcrudeとし
て試験液にもちいられ，一種の生物学的現象であり，lysate
を凝固させる物質に対して，エンドトキシン様物質という
表現をとるのが妥当なのかもしれない．Levin鋤，　Fine32）
らはエンドトキシンの検出に関してLゴ〃姐如5testにかな
りの信頼を持っているようである．しかし，垣戸的意見も
あり，Stumacher33）らは臨床的応用には特異性の問題か
ら疑問をもち，Martinez－G34）らは敗血症様の患者では診
断的価値よりは，むしろ経過観察的価値を示唆している・
Elin45）らはある種の核酸，トロンビン，トロンボプラスチ
ンが1ysateのゲル化をおこすことを指摘し，　Wildfeur36）
らは種々のグラム陽性菌のムコペプタイドによってもゲル
化することを示している．Fine37・38）らのいう特異性とは
エキソトキシンのような他の細菌性物質，ハプテン，グラ
ム陽性菌，ストレフ。トキナーゼ，抗体，免疫グロブリン，
正常動物の血液成分などによってLゼ〃～～‘Zz‘5　testは陽性と
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はならないということに基盤を置いている．　しかし，Lム
フノz～イZ’4∫testの特異性に関しては，ほかに同レベルまで鋭
敏なbioassayによらない検出法が開発されなければ，明
確に評価することは困難であろう．
　Lysateをもちいたエンドトキシン定：量法の実際である
が，本実験では検体の倍数稀釈によって陽性となるエンド
ポイントをTable　1の基準によって判定し，　lysateの最小
検出濃度より換算したが，ほかにも種々の変法が報告され
ている．本邦では丹羽39・40）らによるclot蛋白定量法が報
告されているが，著者のおこなったゲル化蛋白の定量では
Fig．8に示した如く，微量のエンドトキシンの定量は困難
であり，また高濃度でも一定のゲル化蛋白量しかえられ
ず，標準曲線をlysateの各々について試験の都度作製す
る必要があり，倍数稀釈による方が簡単で，再現性や微量
のエンドトキシンを検出する点で秀れていると思われる．
Frauch41）はガラス板にlysateと検体を滴下し，そのゲル
化を明確に判定できるSlide　testを考案し，　Das42）はゲ
ル化に要する時間よりエンドトキシン濃度を定量化してい
る．本実験でおこなった1ysateの可溶性蛋白の減少は，
エンドトキシン濃度および反応時間に依存性があり，定量
化に利用しうるが，0．001～0．1μ9／m6のような低濃度では
Fig．7に示した如く，減少は著明でなく，微量検出には不
適当と考えられた，またlysateの吸光度の増加はゲル化
の程度やエンドトキシン濃度と関連性をもっているが，検
体が血漿の場合，処理によって白濁したり，血漿成分が吸
光度に影響を及し，検出法には利用できないであろう．
Sullivan43）らは1ysateの成分中にもゲル化の阻害物質が
あることを指摘し，更にCa升，　Mg什，　M泄などの2価の
陽イオンがゲル化を促進することを認めている．このよう
にエンドトキシン検出には研究者により変法がおこなわれ
ているが，要は鋭敏なlysateと反応阻害物質の除去，ま
た血中よりエンドトキシンの抽出法が開発されれば，効率
の高いエンドトキシン検出となろう．
　検出したエンドトキシンの定量化はTable　4に示した
如く，エンドトキシンの菌種によってゲル化活性が異り，
研究者によって標準としたエンドトキシンが異っている場
合，定量値を比較できない難点がある・しかし，最近の報
告では，ほとんどの研究施設でDifco　Laboratoriesの精
製エンドトキシンがもちいられ，菌種やlot　numberなど
が明示されるようになってきている．また五～〃～～‘1’45test
が臨床的におこなわれる場合，標準エンドトキシンと全く
異ったものである可能性があり，検出されたエンドトキシ
ンの臨床的意義を考えると未解決の点が多い．
　五∫；〃’イ～z‘5testとほかのエンドトキシン検出法を比較し
てみると，本実験ではActinomycin　D処理のマウスをも
ちいた致死試験をおこなったが，Table　8に示した如く，
Actinomycin　D投与によってマウスのエンドトキシン感
受性は著しく高まり，＆ητぬα〃iα1耀鐸σ～5エンドトキシ
ンで0．001～0．01μg／mouseまでは検出が可能と思われる
が，動物のエンドトキシン感受性が入手した都度異ってい
ることが考えられ，その都度感受性の検定をおこなう必要
があり，1検体に対して多数のマウスがもちいられ，簡易
におこない難い．Pieroni14）らのActinomycin　D処理の
マウスの致死試験で0．001～0．002μg／mouseまで可能とし
著者のおこなった成績とほぼ一致する．そのほかにTho－
masll）らのepinephrine　skin　test，　Smith12）らのchick
embryo　LD50，　Keene13）らの家兎Fever　Index40などを
みても0．5～1μg程度の検出である．本邦では田井44）らの
radioimmunoassayでは有効測定最小限界10　ng／0．1　m4
で1125標識lipopolysaccharide　B瓦‘o〃（Difco．　Lah）
と家兎抗血清により，エンドトキシン検出をおこなってい
る．著者は前述の如く，Lf〃z〃1κ5　testによりEco々エン
ドトシキンで0．004～0の16μg／m4，8θr’窃’α〃’αノ℃8∫c6η∫
エンドトシキンで0，0005～0．001μg／m4という良好な最小
検出濃度をえている．このように種々の方法でエンド1・キ
シンの検出がおこなわれているが，手技の難しさや条件設
定，特異性などの点からみてもし”’‘岡引testが秀れた方
法であると考える．しかし，bioassayはエンドトキシンの
生物活性を知る上で非常に重要なものであり，これに対し
てlysateのゲル化活性は全く反応系の異ったものと考え
られる．Cooper45）らはエンドトキシンの発熱活性とゲル
化活性は相関性の高いことを示唆しているが，加納46）らの
検討ではし∫〃～配鰐testをpyrogen　testに代用するには
未だ検討を要するものと述べている．
　これまで血漿中エンドトキシンのlysateのゲル化活性
とほかの生物活性を比較したものは見当らないが，本実験
で，エンドトキシンを静注された家兎の血漿からのエンド
トキシン検出は，L∫〃～㍑♂z∬testによれば5分後で16．4μg／
m4，60分後で4．1μg／m6と検出されたが，　Fig．9に示す
如く，血漿エンドトキシン量を換算し，マウスの死亡数と
対比させてみると，かなりのずれが生じ，標準エンドトシ
キン液は血漿中のものに比して，高い致死活性を示してい
る，この結果からも，lysateのゲル化活性と致死活性は必
ずしも一致しないことが考えられる．これはエンドトキシ
ンの巨大な分子構造の中で各種の生物性を有する部位が異
っているか，あるいは分子量の大きさ，生体内での不活性
化などによりlysateのゲル化活性とほかの生物活性が変
化していくことが推測される．
　ゐ”〃z4Z己‘∫testの応用は各方面で検討されつつあり，著
者らは数年来臨床においてエンドトキシン血症の症例を
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五ガ〃厩z43　testにより検討してきたが，陽性例では予後不
良であり，感染症の経過中の発熱や頻脈の発生，重篤なシ
ョック症状などの臨床症状に一致した結果がえられ，比較
的軽症でショックからの回復が良好なものでは陰性のこと
が多い28・29）．
　Lysateとエンドトシキンの反応を中心にL’〃3擁45　test
に関して，材料の作製よりエンドトキシン定：量の実際に至
る一連の過程を検討してぎたが乃61り｛ρ1躍∫師4飢彦α∫～‘5
を材料とした方法でL加訪↓5ρo‘妙1zθηz～己5によるものと
同様の精度でエンドトキシンの検出が可能であることを明
らかにした．エンドトキシンの検出に関しては，ほかの方
法と組合せて判断することが望ましいと考えられ，微量の
菌体成分の検出の開発がまたれる．L～〃乙z4Jz‘5　testによる
方法は鋭敏で特異性もあるが，この結果のみを信頼するの
ではなく，総合的な判断の一手段として臨床的に応用すれ
ばseptic　shockの診断と治療の良き助けとなるものと考
える．
結 語
　1．日本産カブトガニ7をz‘侮少Z磯∫ケ認8彫α∫〃5の血球
成分をもちいたエンドトキシンの検出は，E60Zf，38η窺狡
刀3ακ65‘62z5のエンドトキシンで。．ooo5～o．oo8μg／m4の濃
度まで可能であった・しかし，カブトガニの個体差により
最小検出濃度の著しく高い1ysateもあった．
　2．Lysateのゲル化はエンドトキシン濃度，インキュ
ベート時間に依存性があるが，同濃度であってもエンドト
キシンの種類が異るとゲル化に差が認められた．
　3・Lysateの一20℃での凍結保存では，1年以上にな
ると，精度の低下は著しく，最小検出濃度は4～12倍と高
まった．
　4．血漿中にはlysateとエンドトキシンのゲル化を阻
害する物質があり，血漿検体より阻害物質を除去する方法
として，pH調整，クロロホルム抽出法，加熱処理，エー
テル処理をおこない，加熱処理が比較的良好なゲル化を示
した．
　5．Lysateの凝固性蛋白は総蛋白の約30％であり，エ
ンドトキシンによる吸光度の増加，ゲル化蛋白量はエンド
トキシン濃度依存性が強く，ゲル化の程度を良く反映した・
　6・Actinomycin　D処理マウスによるエンドトキシン
のbioassayでは，マウスのエンドトシキン感受性が105
倍程度まで高まり，S8rrα廊ηZαrc8∫ごeη∫エンドトキシン
で0・001～0・01μg／mouseまで検出可能であった．血漿中
エンドトキシンではlysateのゲル化活性と致死活性に差
が認められ，このbioassayで血漿エンドトキシン濃度を
推定することは困難であった．
　稿を終るに臨み，御校閲下さいました本学微生物学講座
林喬義教授に感謝するとともに，御協力と御指導いただき
ました国立福岡中央病院隅田幸男博士に深く感謝の意を表
します．また終始直接御門：粘いただきました本学外科学第
一講座川山照雄助手に感謝致します．
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